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Resumen. En este estudio se valora el efecto del tiempo en la conservacion de muestras de
sangre de perros. Las variables hematolégicas estudiadas fueron: hematocrito, hemoglobina,
concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM), cémputo de leucocitos y el diferencial
leucocitario. Se sangraron, al azar, 40 caninos de distinta raza, edad, sexo y condicién clinica,
atendidos en el Hospital de Especies Menores y Silvestres de la Escuela de Medicina Veterinaria
(EMV) de la Universidad Nacional, durante el periodo: agosto del 2007 a mayo del 2008. La
sangre se tomo de la vena cefdlica, mediante el sistema al vacio; (Vacutainer ®), se utiliza como
anticoagulante la sal disédica del acido etilendiaminotetracético (EDTA). Posteriormente, las
muestras se trasladaron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la EMV para la realizacién de los
analisis, conservandolas a una temperatura de 4°C. Las metodologias empleadas comprendieron
métodos manuales convencionales. Cada muestra fue analizada cuatro veces; el primer analisis
se realizé durante la primera hora después de la tomay, sucesivamente, a las 24, 48 y 72 horas.
El analisis estadistico (SAS ver.9.2) comprendi6 el calculo de estadisticos descriptivos de cada
variable hematolégica; ademas, se llevé a cabo una comparaciéon de medias de cada una de las
variables en el tiempo, segin el agrupamiento de los valores por terciles, para valorar el posible
efecto de la concentracién y la celularidad. Los resultados mostraron diferencias minimas no
significativas a través del tiempo, por lo cual, las implicaciones clinicas o biolégicas y, por ende
la posibilidad de establecer un diagnéstico clinico errado son improbables, dada la estabilidad
de las variables hematolégicas analizadas.
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> Autor para correspondencia

@ @@@ Ana Meneses Guevara, Laura Bouza-Mora, Juan José Romero-Zuiiga 3 7

Licencia Creative Commons
Atribucién-No-Comercial
SinDerivadas 3.0 Costa Rica


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/cr/
mailto:anag.meneses@gmail.com
mailto:lalybo@gmail.com
mailto:juan.romero.zuniga@una.cr

Revista de } Rev. Ciencias Veterinarias, Vol. 28, N° 1, [37-44], ISSN: 0250-5649, enero-junio, 2010

Ciencias Veterinarias URL: http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/veterinaria/index

Abstract.The aim of this study was to assess the effect of the time of storage of dog blood
samples. Hematological variables studied included: Hematocrit, hemoglobin, mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHC), leukocyte and differential leukocyte counts. Samples
were collected from 40 dogs of different breed, age, sex, and clinical condition treated at the
Hospital for Small and Wild Species of the School of Veterinary Medicine (EMV) from Universidad
Nacional in Costa Rica, during the period from August 2007 to May 2008. Blood samples were
taken from the cephalic vein, using the vacuum system (Vacutainer ®) with disodium salt of
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) as an anticoagulant. Samples were analyzed in the
Laboratory of Clinical Analysis at the EMV and were kept at a temperature of 39.2°F (4°C).
Methodologies used included conventional manual methods. Each sample was analyzed four
times; the first analysis was done during the first hour after sampling, and successively at 24, 48
and 72 hours. Statistical analysis (SAS ver.9.2) included the calculation of descriptive statistics
for each hematological variable, a comparison of means for each of the variables in the time,
according to the data grouped in terciles in order to assess the possible effect of concentration
and cellularity. Results showed minimal not significant differences over time; therefore, clinical
or biological implications, and thus the possibility of establishing a wrong clinical diagnosis, is
unlikely, given the stability of the hematological variables analyzed.

Keywords. whole blood, preservation, hemogram, time, canines.

INTRODUCCION

Los analisis sanguineos son una herramienta complementaria, de gran valor, en el
diagnéstico clinico del paciente, especialmente en especies de compaiia, como el perro.
La confiabilidad de los resultados depende, entre otros factores, de la preservacion de la
integridad de la sangre. La estabilidad de los elementos de la sangre requiere de condiciones
controladas en el manejo que incluyen desde la toma de la muestra hasta la realizacion de
los analisis (Rosato, et al., 2009).

La evaluacion del sistema hematopoyético es fundamental para conocer el estado
de salud de un individuo. Entre las diversas pruebas hematolégicas con que se cuenta
hoy dia, el hemograma es el examen recomendado, prioritario por la amplia y valiosa
informacién que brinda al médico tratante. Asi, entre otros, permite detectar la anemiay el
tipo de anemia; estados de inflamacion aguda por la presencia de segmentados en banda
0 procesos cronicos por hallazgo de monocitos; estados virales que cursan con linfocitosis;
presencia de eritroblastos que indican regeneraciéon medular acompanados de basofilia
difusa; procesos mieloproliferativos por conteos celulares altos o células atipicas. La toma
y conservacion de la sangre total es indispensable para obtener datos confiables. Entre los
factores mas criticos por controlar, se incluye el tipo y concentracién del anticoagulante,
la temperatura y el tiempo de almacenaje. El anticoagulante recomendado, para la
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realizacién del hemograma, es la sal disédica del acido etilendiaminotetraacético (EDTA) a
la concentracién de 1mg/1ml de sangre; concentraciones mayores provocan disminuciéon
en el hematocrito y el volumen corpuscular medio (VCM), aumento de la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), mientras que la concentracién de hemoglobina 'y
los conteos celulares no se alteran (Doyle, 1967; Hinton & Jones; 1978, Penny et al., 1979;
Cohle, 1981). La temperatura adecuada de conservacion de las muestras de sangre, para
reducir la glicolisis, es de 4°C (Meyer & Harvey, 1998; Hendrix, 2002; Thrall, 2004; Weis
& Wardrop, 2010). EL mantenimiento a temperatura ambiente, entre 20 a 25°C, ocasiona
una dilatacién de los eritrocitos, la cual se refleja en un incremento del hematocrito y
del volumen corpuscular medio (VCM); asi como una disminuciéon de la concentracion de
hemoglobina y una reducciéon en la concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHCM) (Thrall, 2004; Willard & Tvedten, 2004; Freise et al., 2009). El mantenimiento de las
muestras a 4°C hoy es factible, pues se dispone de termos, gelatinas refrigerantes, hielo,
refrigeradoras portatiles y de laboratorio, entre otros elementos; sin embargo, el tiempo,
desde la toma hasta la realizacién de los analisis, es mas dificil de controlar dado que, no
siempre, el laboratorio se encuentra a una distancia razonable, o la muestra no se puede
analizar inmediatamente por horarios de trabajo o motivos diversos, como dias feriados.

En la Medicina Veterinaria, el hemograma se ha constituido en un examen rutinario, a
tal punto que muchas decisiones clinicas se toman con base en los resultados. Por tanto, los
datos generados por los laboratorios deben ser precisos y exactos. La confiabilidad de los
resultados exige una rigurosidad tanto en la fase preanalitica (preparacion del paciente y
recoleccion de la muestra) como en la fase analitica (montaje de las técnicas). Datos erréneos
no solamente retardan un diagnéstico sino que pueden atentar contra la vida del paciente;
por ello, es indispensable la preservacién adecuada de la sangre total. La informacion
concerniente al tiempo de preservacion, respecto a la viabilidad de la muestra de sangre,
es escasa y variada; asi, por ejemplo, Meyer & Harvey (1998) apuntan que después de 12
horas pos-tomay a 4°C puede haber cambios en el hematocrito, hemoglobina, computo de
eritrocitos y los indices hematicos; asimismo, Medaille et al., (2006) demostraron que las
variables hematolégicas sufren cambios significativos entre las 24-48 horas de conservacion,
pero clinicamente no conllevan a errores. Por el contrario, Schalm et al., (1986), no reportan
cambios en el hematocrito, hemoglobina y cdmputo de células en muestras conservadas a
4°C por 24 horas. Sdenz et al., (2003), por su parte, recomiendan que el tiempo ideal para
realizar computos celulares y hematocritos no debe exceder las 12 horas post toma de
la muestra. Sin embargo, Willard & Tvedten (2004) sefialan que no hay claridad sobre el
comportamiento de variables hematicas después de conservar la sangre 24 horas a 4 °C.

Al considerar la diversidad de criterios, en cuanto al manejo y conservacion de
las muestras de sangre total, con énfasis en la realizacién del hemograma y ante la
escasa informacion respecto al comportamiento de las variables hematologicas en
muestras preservadas, este trabajo tuvo como objetivo valorar el efecto del tiempo
(72 horas) sobre las variables del hemograma bajo condiciones de manejo controladas
(anticoagulante y temperatura) y bajo condiciones propias del laboratorio de la EMV.
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MATERIALES Y METODOS

Toma y manejo de las muestras sanguineas

Se sangré a 40 caninos, de diferentes razas, sexos y condiciones clinicas, atendidos
en el Hospital de Especies Menores y Silvestres de la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Nacional durante el periodo de agosto del 2007 a mayo del 2008. Las
muestras de sangre fueron tomadas de la vena cefdlica, utilizando el sistema al vacio
(Vacutainer®) y el EDTA (concentracién 1mg/dl) como anticoagulante. Posteriormente, las
muestras se trasladaron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la EMV, para su procesamiento
y analisis. La cantidad de sangre extraida fue de 5ml, de acuerdo con la concentracién
del anticoagulante. El tiempo transcurrido, entre la extraccion de la sangre y el arribo al
laboratorio, no sobrepas6 los 45 minutos. Durante este lapso, las muestras permanecieron
en posicion vertical y en reposo absoluto. En el laboratorio, las muestras fueron colocadas
en una refrigeradora a una temperatura constante de 4°C.

Analisis hematolégicos

Las variables hematolégicas analizadas se realizaron por medio de metodologias
manuales convencionales, que consisten en: 1) hematocrito, utilizando el método de
microhematocrito por medio de una centrifuga de alta velocidad (IAC), durante 5 minutos
a 13.000 rpm; 2) hemoglobina, por el método colorimétrico de cianometahemoglobina,
utilizando el espectrofotémetro Coleman Junior Il. Modelo 6/20; 3) concentracién de
hemoglobina corpuscular media (CHCM), obtenida de la relacién matematica hemoglobina/
hematocrito; 4) cdmputototalde leucocitos, pormétodo manual, utilizando elhemocitometro
de Neubauer, se contaron las 4 esquinas y el nUmero total se obtuvo multiplicando por el
factor 50, y 5) el diferencial leucocitario, realizado en un frotis sanguineo, secado al aire
y posteriormente sometido a la tincién de Giemsa-May Griinwald (Schalm et al., 1978,
Meneses et al, 1993, Malcom et al., 1998). Los anélisis fueron realizados bajo un programa
de seguridad analitica aplicado en el laboratorio (Hendrix, 2002).

A cada muestra se le realizé el hemograma cuatro veces, realizando el primer analisis
durante de la primera hora, posterior al arribo al laboratorio, y repitiendo luego a las 24, 48
y 72 horas.

Andlisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva para cada una de las variables hematoloégicas vy
para el diferencial leucocitario; asimismo, se compararon los promedios de cada una de
esas variables en el tiempo por medio de los intervalos de confianza al 95%, calculados
mediante el paquete estadistico SAS ver.9.2. Adicionalmente, para valorar el posible efecto
de la concentracién o el nivel de celularidad de la muestra, se realizé un agrupamiento
de los valores obtenidos segun los terciles, obteniendo asi tres grupos (nivel bajo: primer
tercil, nivel medio: segundo tercil, nivel alto: tercer tercil) dentro de los cuales se realiz6 la
misma estadistica descrita para la variable en forma general.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables hematolégicas mostraron alta estabilidad durante el tiempo, sin
diferencias significativas, aun a las 72 horas después de su extraccion; asi, el hematocrito
mostr6 una variacion maxima absoluta de + 1% en el promedio a distintos tiempos, con un
minimo de 35,5% (24 h) y un méximo de 36,5% (72 h). De la misma forma la hemoglobina,
cuyos valores estuvieron entre 11,0 y 11,3 g/dl, mientras que la CHCM no varié en mas de
0,7 g/dl (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comportamiento del hematocrito, hemoglobina y CHCM a través del tiempo.

Parametro 1 hora 24 horas 48 horas 72 horas
(IC95%) (IC95%) (IC95%) (1C95%)
Hematocrito (%) 35,6 35,5 36,4 36,5
(33.4-33,7) (33,3-37.6) (34,2 - 38,5) (33.9-39,0)
Hemoglobina (g/dl) 11,1 11,0 11,0 11,3
(10,3 - 11,9) (10,2 - 11,8) (10,2 - 11,8) (10,4 - 12,2)
CHCM (g/dl) 30,9 30,2 30,7 30,7
(30,2 -31,7) (29,8 -31,6) (29,4 - 31,1) (30,1 -31,4)

Los conteos leucocitarios, tanto el total como el diferencial, tampoco presentaron
cambios significativos a través del tiempo de estudio. Por ejemplo, el total de leucocitos
inici6 con un promedio de 13952/ul dentro de la primera hora de toma de la muestra,
y finalizé en 13688/ul a las 72 horas. Similar comportamiento tuvieron las bandas, los
segmentados, los eosinoéfilos, los baséfilos, los monocitos vy los linfocitos (Cuadro 2).

Al analizar los valores obtenidos dentro de los tres grupos de muestras agrupados
segun los terciles, no hubo cambios significativos ni importantes en las variables
hematolégicas entre los resultados obtenidos en la primera hora, hasta las 72 horas.

La influencia del tiempo sobre la conservacién de la sangre, obtenida en este
trabajo, concuerda con los de Hirase et al., (1992); Freise et al., (2009) y Aecio de
Oliviera et al., (2010), quienes documentan la ausencia de cambios importantes en las
variables hematicas a través del tiempo. En el estudio, las variaciones fueron minimas
y sin significancia estadistica. Es altamente probable que los pequefios cambios se
asocien principalmente a factores técnicos e intrinsecos de los métodos analiticos y no
a cambios sustanciales en la composicion de la sangre total.
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Cuadro 2. Comportamiento de los leucocitos a través del tiempo

Célula 1 hora 24 Horas 48 Horas 72 Horas
(1IC95%) (1C95%) (1C95%) (IC95%)
Leucocitos (ul) 13952 15556 13262 13688
(11716-16188) (11531-19581) (11220-15309) (11412-15966)
Bandas (ul) 270 222 203 148
(145 - 423) (60 - 456) (89 - 341) (48 -276)
Segmentados (ul) 9655 10671 9314 9332
(7551-11971) (7268 -14523)  (7254-11604) (7040 -11920)
Eosinofilos (ul) 726 829 670 702
(430 - 1089) (369 - 1459) (305 - 1130) (244 - 1295)
Basofilos (ul) 25 36 20 25
(-4 -62) (-21-123) (-21-75) (-21 - 85)
Linfocitos (ul) 3206 3663 3037 3173

(2189 - 4414) (2110-5639) (2004 - 4277) (2038 - 4549)
Monocitos (ul) 91 98 99 93
(48 - 144) (30-194) (36-181) (27-177)

Si bien es cierto, las condiciones de almacenamiento y manejo de las muestras
sanguineas no alteraron, en forma significativa, los resultados de las variables, se debe ser
claros que los resultados de este estudio se basan en un protocolo de manejo de la muestra
que incluye el uso de EDTA como anticoagulante. En la concentracién y cantidad de sangre
que especifica el fabricante del tubo -para evitar excesivas cantidades de anticoagulante
por ml de sangre-, las muestras se mantuvieron siempre a 4°C, en reposo y en posicion
vertical; realmente, las muestras se trabajaron en condiciones intra-hospitalarias. Es
necesario recalcar que el estudio no permite asegurar que los eritrocitos y leucocitos no
sufriran cambios en otras condiciones, como las encontradas en el campo, que, aunque las
muestras sean transportadas en refrigeracion con hielo o geles refrigerantes, son sometidas
probablemente a cambios de temperatura y constante agitacién durante su transporte.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio demuestran que las condiciones preanaliticas y analiticas
aplicadas brindan una exactitud y precisién a los examenes hematolégicos 6ptima en un
tiempo de 72 horas. Las variaciones en las concentraciones y cantidades numéricas de los
componentes sanguineos fueron de baja magnitud y no conllevan a implicaciones clinicas o
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biolégicas; por ello, la posibilidad de caer en un diagnéstico clinico errado es poco probable,
dada la estabilidad de las variables del hemograma. El protocolo establecido posee alta
confiabilidad y se recomienda para la realizacién del hemograma. La evaluacion se realiz6
en 72 horas, al considerar que es el tiempo 6ptimo en situaciones como un fin de semana o
dias feriados, cuando se retarda el procesamiento de las muestras. Los resultados obtenidos
no deben incentivar a médicos tratantes ni a los responsables de los laboratorios de analisis
clinicos, a enviar o procesar muestras de sangre con varios dias de obtenidas; en especial
si junto al hemograma se requiere la deteccién de hemoparasitos. Lo recomendable es
realizar el hemograma lo mas pronto posible; en parte por la orientacion clinica que aporta.

Asimismo, es necesario recordar que las condiciones valoradas son variables
independientes de la metodologia empleada, sea esta de forma manual, semiautomatica o
automatica. Los procedimientos automaticos cuentan, entre otras ventajas, de una mayor
precision, rapidez y menor costo; sin embargo, condiciones inapropiadas, en la toma vy
manejo de las muestras, conllevan a errores analiticos similares, sea cual sea la metodologia
empleada.
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